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The contribution of biopharmaceutical industries to general healthcare is rapidly increasing 
with over 165 products having been approved globally since 1982. Within the therapeutic 
applications of biopharmaceuticals, monoclonal antibodies (MAbs) are of growing interest. 
Recently, more than twenty therapeutic MAbs and related proteins have been launched in the 
market. This situation is a double-edged sword because it leads to pressure on pharmaceutical 
economy. Minimizing the cost of goods (COGS) and maximizing antibody activity are therefore 
active areas of research in the development of MAbs for therapeutic use. 
We have screened several enhancers of specific MAb production rate (SPR) using the rat 
hybridoma YB2/0 cell line and found that coenzyme-Q10 (CoQ10) is a promising enhancer 
candidate. CoQ10 is well known as a strong antioxidant in the respiratory chain and is used for 
healthcare and other applications. Because CoQ10 is negligibly water soluble, most studies are 
limited by low concentrations. We added CoQ10 to a culture media using dispersion of 
nano-particles (Q-Media) at several concentrations and conducted a fed-batch culture. Although 
the Q-Media had no effect on cumulative viable cell density, it enhanced the SPR by 66%. In 
addition, the Q-Media had no effect on the binding or cytotoxic activity of MAbs. Q-Media also 
enhanced SPR with CHO and NS0 cell lines by 30%. On the other hand, the Q-Media did not 
alter the concentration of the oxidative stress marker 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine in the culture 
supernatant. Furthermore, Q-Media decreased the ratio of lactate production to glucose 
consumption only slightly, and CoQ10 (232 µM) elevated intracellular Ca2+ concentration, as did 
ATP (10 µM). These observations suggest that CoQ10 serves as a powerful aid in the production 
of MAbs by enhancing SPR without changing the character of cell growth, or adversely affecting 
quality or biological activity of MAbs. 
Antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) is dependent on the fucose content of 
oligosaccharides bound to MAbs. As MAbs with a low fucose content exhibit high ADCC 
activity, it is important to control the defucosylation levels (deFuc%) of MAbs and to analyze the 
factors that affect deFuc%. In this study, we observed that the deFuc% was inversely related to 
ii	 
culture medium osmolality for the MAbs produced in the YB2/0 cell line, with the r2 value as 
high as 0.92. Moreover, deFuc% exhibited the same correlation irrespective of the type of 
compound used for regulating osmolality (NaCl, KCl, fucose, fructose, creatine, or mannitol) or 
culture scale (1–400 L). We succeeded in controlling MAb deFuc% by maintaining a constant 
medium osmolality constant in both perfusion and fed-batch cultures. The regulation of medium 
osmolality with glucose is, however, sufficient for designing the deFuc% desired for efficacious 
ADCC in YB2/0 cell culture. In agreement with these observations, real-time PCR analyses 
revealed decreased transcription of genes involved in the glycolysis, GDP-fucose supply, and 
fucose transfer. 
In this sutudy, both methods to enhance the efficiency of the production are achieved as an 
extension to existing processes. The present method to control deFuc% with medium osmolality 
will open the way to use those mammalian cells, for glycoprotein production, that could not be 
employed because of unwantedly high and/or uncontrollable fucose content in the 
oligosaccharides attached to the protein. These findings will enable the use of the defucosylated 
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SPR	 抗体比生産速度，Specific	 antibody	 Production	 Rate	 (mab-pg/cell/d)，Qmab	 
ADCC	 細胞傷害，Antibody	 dependent	 cellular	 cytotoxicity	 
deFuc%	 抗体糖鎖中フコース不含率，％	 
CCD	 累積細胞密度，	 Cumulative	 cell	 density，(cells×d/mL)	 
CoQ10	 コエンザイムQ10，Coenzyme-Q10	 
8OHdG	 8‐ヒドロキシデオキシグアノシン，8-hydroxy-2'-deoxyguanosine	 
dCO2	 溶存炭酸ガス，dissolved	 carbon	 dioxide	 
DOE	 実験計画法，design	 of	 experiment	 
β-CD	 β-シクロデキストリン,	 β-Cycrodextrin，	 
CLC	 Chemically	 defined	 Lipid	 Concentrate，Lifetechnologies社	 
HDLC	 High	 Density	 Lipid	 Concentrate，Lifetechnologies社	 
Glc	 グルコース，Glucose	 
IMDM	 Iscove	 Modified	 Dulbecco’s	 Medium,	 
DMEM	 Dulbecco’s	 Modified	 Eagle’s	 Medium	 






FUT8	 alpha-1,6-fucosyltransferase	 gene	 
GMD	 GDP-mannose	 4,6-dehydratase	 gene	 
QbD	 Quality	 by	 design	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第１章 	 緒論 	 







2008 年には，実に 5品目がグローバル売上高 40 億ドルを越える上位 15 品目に入り，患
者さんの生活改善への貢献の大きさを示している．さらに， 400 を超える前臨床試験が
進行中とされ医療貢献への期待は高まるばかりである(Beck	 et	 al.,	 2008;	 Molowa,	 2001)．
動物細胞による物質生産は 1962 年の Capstic らによる baby	 hamster	 kidney 細胞を用い






ど産業の中心にある．動物細胞培養工程には，かつては血清や Bovine	 Serum	 Albumin ，
Transferrin など動物由来原料が含有されていたが，動物由来原料の排除による改良プロ
セスの構築によって，より安全性の高い生産を可能にしてきた．	 















とができなかった(Farid	 et	 al.,	 2007)． ActemuraⓇは必要量の増大からグループ会社へ
の委託製造を進めた．他のタンパク医薬品の多様性に対して，抗体医薬はその汎用性か
ら設備兼用のマルチプラント化の利点が大きく取り上がられてきた．しかし，年間必要








コ，トウモロコシ，大腸菌，酵母など新たな生産系の研究が盛んに実施され(Yin	 et	 al.,	 
2007)，今後の成果が期待されている．	 
抗体医薬の薬効は，標的抗原特異的な結合活性とエフェクター活性と呼ばれる抗体の
生物活性によって発揮されている(Mori	 et	 al.,	 2007)．抗体医薬は Fc と呼ばれる抗体
定常領域を介して，抗体依存性細胞傷害活性（ antibody-dependent	 cellular	 




んに行われている． ADCC 活性とは，標的細胞に結合した抗体が NK 細胞やマクロファー
ジなどのエフェクター細胞上の Fc 受容体と結合することで，抗体依存的に誘導される標





ることが明らかにされてきている．抗体医薬の ADCC 活性を増強させる手段としては 2つ
のアプローチが知られている．その一つは，抗体の Fc 領域のアミノ酸配列を改変するも
のであり(Shields	 et	 al.,	 2002)，もう一つのアプローチは抗体の Fc 領域に結合してい
る糖鎖の構造を制御するものである(Shinkawa	 et	 al.,	 2003)．抗体糖鎖の微細な構造が
ADCC 活性に及ぼす影響についは長い間議論があったが，筆者の所属する会社及び
Genentech 社のグループが， Fc領域に結合する N-グリコシド結合複合型糖鎖還元末端の
N-アセチルグルコサミンへのフコースの付加修飾こそが抗体のADCC活性に最も大きな影
響を与えることを明らかにした．抗体 Fc 領域に結合する N-グリコシド結合複合型糖鎖還
元末端の N-アセチルグルコサミンからフコース残基を除去すると Fc受容体Ⅲaに対する







1.3. 	 	 既存の報告	 
これまでに上市された抗体医薬を発現する宿主は， CHO 細胞， NS0 細胞， SP2/0 細胞
に限定される．過去には， YB2/0 細胞が CAMPATH-1HⓇの開発初期に用いられていたが，そ




実上の標準手法となっていた． CHO 細胞を宿主とした製造は，グローバルでの上市 29 品
目中 14 品目を数えるに至っており(Michel	 Chartrain,	 Chu,	 2008)，付随する技術，安
全性実績からこの傾向は進むと考えられる．	 
YB2/0 細胞は， LOVAIN	 (LOU)ラット細胞と AO ラット細胞の融合ハイブリッドミエロー
マ細胞の非抗体生産株 YB2/3HL.P2.G11.16Ag.20 である(Kilmartin	 et	 al.,	 1982;	 
Millistein,	 1981)． ATCC(American	 Type	 Culture	 Collection)では CRL-1662 として登
録されている．同様に亜株として， YB2/3.0Ag30 が Y0 細胞として ECACC	 (Europian	 
culture	 Collection)に	 No.85110501 として登録されている(Keen,	 1995)．しかし,この
細胞の特性解析の情報は限られている(Gao	 et	 al.,	 1992)．また，組換え蛋白の発現方
法としては 1986 年の Kenten らの出願(Kenten,	 Boss,	 1986)，設楽らのベクター系が知
られており(Shitara	 et	 al.,	 1994)，開発化合物としては先述の CAMPATH-1HⓇが知られる
(Lifely	 et	 al.,	 1995)．	 
1.4. 	 	 本研究の目的と内容	 
本研究では，有用物質を生産する動物細胞宿主として，産生抗体糖鎖中のフコース含







第 2 章 	 生産性増強因子の探索 	 
2.1. 	 	 緒言	 
従来の組換えタンパク製剤に比較して，抗体の投与量は著しく多量である．また，低





al.,	 2009)，ウシ，タバコ，トウモロコシ，大腸菌(Simmons	 et	 al.,	 2002)，酵母など
新たな生産系の研究が盛んに実施され，今後の成果が期待されている．一方で，これら
の新技術は未だ上市品目が限定されており規制対応などの面で未だ不安を残す．しかし，
これを解消するような報告が 2003 年 5 月に発表された(Varma,	 2003)． 5	 g/L の生産性
を示す培養データが GS/NS0 細胞の系で MedImmune 社によって構築された．示されたデー
タから SPR は 70	 mab-pg/cell/d と推算された． 2000 年当時には目標力価であった g/L
も，現在では数 g/L が実用目標となっている．逆に， Genentech 社の E.coliでの抗体生















（ a）作業場，患者さんに安全であること，	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
（ b）最終製品の品質に影響しないこと，	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
（ c）コストに見合うこと，	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
（ d）扱いが容易であること，	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 
（ e）工程が堅牢であること．	 
	 これまで，酪酸ナトリウム(Mimura	 et	 al.,	 2001)，キャスパーゼ阻害剤(Arden	 et	 al.,	 
2007)，核酸(Carvalhal	 et	 al.,	 2003)，リポポリサッカライド(Martin-Lopez	 et	 al.,	 
2007)，リノレイン酸(Butler	 et	 al.,	 1999)， Dimethyl	 sulfoxide	 (Ling	 et	 al.,	 2003;	 
Tsao	 et	 al.,	 2001)，スペルミン(Miyazaki	 et	 al.,	 1998)，セリシン(Terada	 et	 al.,	 2002)，
レチノイン酸(Inoue	 et	 al.,	 2000)，糖源(Coroadinha	 et	 al.,	 2006a)，バルプロ酸
(Backliwal	 et	 al.,	 2008)など（ Table	 1 ）いくつもの生産性増強因子が報告されてい
る．その効果は抗体生産量が g/L を下回るような低生産性ケースでコスト（ yen/g ）へ
の寄与が高い(Sommerfeld,	 Strube,	 2005)．	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Table 1. Reported enhancers of protein production in animal cell lines 
Enhancer Range/  
Optimal 
Product Effect Cell line Reference 
1 mM Human placental alkaline 
phosphatase enzyme (SEAP) 
3-fold in SPR CHO-K1  
1 mM Factor VII 2-fold in SPR CHO-K1 
AMP 
/ nucleotides, nucleosides, and bases  
0.3 mM Factor VII 2.5-fold in SPR BHK  
(Carvalhal et al., 2003) 
Carnosine 20 mM Telomerized cells 2.5-fold in total number cells Telomerized cells (Yegorov et al., 2007) 
Chemical caspase inhibitors 5-50 µM / 5 µM MAb IgG 1.2-fold in MAb titer CHO-K1, HEK-293 (Arden et al., 2007) 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 0-1.5% / 0.2% (v/v) MAb 2-fold in SPR Hybridoma clone 19 (Ling et al., 2003) 
Dimethyl sulfoxide (DMSO)  0-5 mM / 1 mM 3-fold in Virus production 
Sodium butyrate, 0-5 mM / 0.5 mM 1.5-fold 
Ethyl alcohol, 0-200 mM / 100 mM 1.8-fold 
N-acetyl-L-cysteine 0-5 mM / 2.5 mM 
Adenoviral vector 
1.8-fold 
HEK293 (Tsao et al., 2001) 
Glycerol 0-2.0% / 1% Macrophage-colony stimulating 
factor (M-CSF) 
1.4-fold in titer CHO (Liu, Chen, 2007) 
Lactate dehydrogenase (LDH) 320 µg/mL IgM 12.4-fold Human–human hybridoma HB4C5 (Takenouchi, Sugahara, 2003) 
Linoleic acid 25,50 µM / 25 µM MAb (IgG1) - Hybridoma (CC9C10) (Butler et al., 1999) 
LongTM R3 IGF-I - 1.2-fold in titer 
Triiodothyronine (T3) - 
MAb 
1.2-fold in titer 
CHO (Kim et al., 2005) 
Lipopolysaccharide (LPS) 60 pg cell-1 IgG2a to human 
Immunodeficiency virus (HIV) 
glycoprotein 120 (gp120). 
3-fold in SPR Mouse-mouse B cell hybridoma line 
(CD40 and CD19-deficient 
expression) 
(Martin-Lopez et al., 2007) 
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Pyruvate 0.02 M 1.4-fold in SPR 
Malate 0.005 M 1.1-fold in SPR 
Citrate 0.05 M 
Anti-ribonuclease A Ab 
1.1-fold in SPR 
Hybridoma 3A21 (Omasa et al., 2010) 
Rapamycin 100 nM MAb 0.25 to 0.56 g/L,1.24-fold Hybridomas CRL 1606 (Balcarcel, Stephanopoulos, 2001) 
Retinoic acid 10−7 M IgG 8-fold Human-human hybridoma BD9 (Inoue et al., 2000) 
Sericin 0.01%-0.3% / 0.1% - - Hybridoma (Terada et al., 2002) 
Small molecule enhancers  0.5 mM MAb 1.6-fold CHO (Allen et al., 2008) 
Sodium butyrate (NaBu) + N-acetylcystein (NAC) 1 mM NaBu and 8 mM NAC IFN-beta 2-fold CHO (Oh et al., 2005) 
Sodium butyrate  0-5 mM 
/ 2 mM 
Mouse/human chimeric IgG3 2-4-fold CHO-K1 (Mimura et al., 2001) 
Sodium butyrate 5 mM Humanized IgG 1-4-fold CHO, 9 clones (Jiang, Sharfstein, 2008) 
Spermine 7.3 mM IgM, IgG 6-fold Human-human hybridoma, HB4C5 (Miyazaki et al., 1998) 
Sugar source 
glucose, galactose, sorbitol, and fructose 
Glc 25-140 mM 
Frc 83-140 mM 
MoMLV-derived recombinant 
retroviral vectors 
14-fold Retroviral producer cell line (Coroadinha et al., 2006a) 
Valproic Acid 100 µM-20 mM / 500 µM MAb 4-fold  
1.5-fold 
CHO-DG44 (Backliwal et al., 2008) 
Valproic Acid 100 µM MAb 3-fold  CHO (Konno et al., 2006) 
Vitamin A acetate 1 µg/L Human MAb AE6F4 0.9-2.9-fold Hybridoma (Inoue et al., 1999) 
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コエンザイム Qは酵母，植物そして動物と広く存在する生合成キノンであり，ユビキ
タスに存在することからユビキノンと呼ばれる．人間を含む高等生物では側鎖 10 のイソ
プレノイドを持ちコエンザイム Q10と呼ばれる(Hathcock,	 Shao,	 2006)．あるいはユビキ
ノン CoQ10と呼ばれ，健康飲料などの生産物に使われている(Kitano	 et	 al.,	 2004;	 Ochiai	 
et	 al.,	 2007)． CoQ10はミトコンドリア内膜に存在する脂溶性物質で，強力な抗酸化剤
として知られ電子伝達鎖の一機能を有し ATP の合成に必須であること，年齢とともに失
われることからサプリメントとして用いられる(Turunen	 et	 al.,	 2004)．細胞のエネル
ギー代謝のサポートを期待する栄養補助剤として知られる(Mancuso	 M,	 2010)．糖尿病
(Hodgson	 et	 al.,	 2002)，心筋梗塞(Singh	 et	 al.,	 1998;	 Soja,	 Mortensen,	 1997)，パ
ーキンソン病(Shults	 et	 al.,	 2004)，肺がん(Portakal	 et	 al.,	 2000)などの臨床試験
が行われている．また，術後の補助剤(Chello	 et	 al.,	 1996;	 Hathcock,	 Shao,	 2006)と
しても使用されている．	 
細胞培養でもいくつかの細胞に供され，HeLa細胞では細胞の成育を阻害しアポトーシ
スを誘導した(Gorelick	 et	 al.,	 2004)．その一方で，ヒト急性リンパ性白血病細胞では
Caspase-3の活性を阻害しアポトーシスを減少することが知られる(Navas	 et	 al.,	 2002)．
このように未だ CoQ10のアポトーシスへの影響は定かでないものの，マウス線維芽細胞，
牛胚細胞培養を含む細胞で成育促進剤として知られる(Stojkovic	 et	 al.,	 1999;	 Sun	 et	 
al.,	 1992;	 1995)．しかし，これまで抗体生産性と直接結びつける報告は無いことから，
CoQ10の YB2/0 細胞， CHO 細胞， NS0 細胞への応用を試みた．	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2.2. 	 	 試料と方法	 
2.2.1. 	 	 試薬	 
CoQ10と Tween80 を重量比率 1： 2でエタノールを用いて完全溶解後，エタノールを揮
発させた．この時，エタノールの気化熱により混合物が冷えると CoQ10の再析出の可能性
があるので加熱しながらエタノールを揮発させた．得られた混合物に温水を添加し，得
た黄色透明な液体を 0.2	 μmのフィルターで無菌ろ過して CoQ10-Tween80 のストック溶液
とした． SANOMITⓇ	 Q10	 (MSE,	 Hamburg,	 Germany)を生産性増強サプリメントとして選択し，
SANOMITⓇ	 Q10を培地に添加した． CoQ10は，強い難水溶性により水系での使用が制限され
ている． SANOMITⓇ	 Q10は CoQ10以外にアルコール，グリセロール，レシチン，水を含み，
ヨーロッパを中心に販売される健康食品である．この製品はナノエマルジョン化技術に
よって 50	 nm 以下の粒径に分散安定化されていることから他の CoQ10化合物よりも操作性
に優れている． SANOMITⓇ	 Q10を加えた培地を本論文では Q-Media と表記した．その他の
生産性向上因子候補として，グルタチオン，α‐トコフェロール，アスコルビン酸， 2-
メルカプトエタノール p-ヒドロキシ安息香酸	 (Sigma	 Chemical.	 Co.,	 St.	 Louis,	 MO)	 な
どを試した．詳細は後述する結果の項に記した．	 
2.2.2. 	 	 細胞	 
本検討には以下の細胞を供した． YB2/0 （ラット‐ラットハイブリドーマ， ATCC	 
CRL-1662 ）由来，マウス／ヒトキメラ型 IgG1 抗体生産株． Columbia	 University,	 NY の
Dr.	 Lawrence	 Chasin,より得た CHO/	 DG44 株(Urlaub	 G,	 1985)由来，マウス／ヒトキメ
ラ型 IgG1 抗体生産株． NS0（理研セルバンク： RCB0213 ）由来，マウス／ヒトキメラ型
IgG1 抗体生産株．	 
2.2.3. 	 	 細胞培養	 
接着依存性の NS0 株は T-225	 cm2フラスコ（旭硝子,	 東京,	 日本）にて培養した．浮遊




日本），または 1-L	 Bioreactors(ABLE ，東京，日本)を用いて培養した． Q-Media は
ExCellTM302	 (SAFC-bioscience,	 St	 Louis,	 MO,	 USA)と RPMI-1640	 Mediumと Hybridoma-SFM，
そしてCD-Hybridoma	 (Lifetechnologies，Carlsbad,	 CA,	 USA)を用いて調製した．	 H-SFM，
CD-Hybridoma 培地は使用に際しては High	 Density	 Lipid	 Concentrate	 （ HDLC ，
Lifetechnologies 社）を 0.4%（ v/v ）添加した．播種は 2×105	 cells/mL 以上の密度で
行い，37℃で細胞衰退期まで培養を実施した．リアクター培養の際はpH	 7.1にCO2ガス，
または 1	 mM の Na2CO3アルカリ溶液で制御した．同様に溶存酸素（ DO ）は，酸素通気で
50%に制御した．	 
2.2.4. 	 	 分析方法	 	 
細胞密度および生存は， 0.4%トリパンブルーを用いた色素排除法を用いた CEDEXTM	 
(Innovatis	 AG,	 Bielefeld,	 Germany)によって測定した．抗体濃度は， HPLC	 ProteinA
法を用いた．グルコース，乳酸は，固定化酵素電極法 YSI2700	 SELECT （ Yelloe	 Springs	 
Inc.,	 OH,	 USA ）を用いてオフライン分析を行った． 8-ハイドロキシデオキシグアノシ
ン（ 8-OHdG ）濃度は， ELISA	 (8-OHdG	 check,	 Japan	 Institute	 for	 the	 control	 of	 aging,	 
Shizuoka,	 Japan)を用いて測定した．	 
2.2.5. 	 	 細胞内カルシウム濃度	 
細胞内	 Ca2+	 濃度	 ([Ca2+]i)	 は， fura-2 を用いた蛍光測定法により測定した．細胞懸
濁を fura-2/acetoxymethyl	 ester	 (3	 μM)	 を含む液基本培地で 40 分， 37℃	 攪拌しな
がら培養した．Locke's	 solutionで細胞を洗浄し室温で保存した．Sulfinpyrazone	 (250	 
μM)	 を反応停止液として添加した．測定は，	 340 ， 380	 nm と 500	 nm の 2 波長励起 1波
長蛍光で測定した(Park	 et	 al.,	 2001)．	 
2.2.6. 	 	 ADCC 活性	 




2.2.7. 	 	 各計算式	 
生存率：生細胞数/総細胞数×100 （%）	 
CCD ： cumulative	 cell	 density	 :	 累積細胞密度	 （ cells/mL×d ）	 
CCD=	 Σ[viable	 cells2	 +	 viable	 cells1	 (cells/mL)]	 ×	 [time2	 － 	 time1	 (d)]/2	 
細胞密度の時間積分であるが，一日一回のサンプリングを実施しているため細胞密度×1
日の総和で概算した．	 
SPR ： Specific	 Monoclonal	 antibody	 Production	 Rate ，比抗体生産速度，	 
SPR ＝抗体濃度／ CCD （ mab-pg/cell/d ）	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2.3. 	 	 結果と考察	 







細胞が良好に増殖すると CCD （ cells/mL×d ）の増大を示し， CCD （ cells/mL×d ）と






2.3.2. 	 	 スクリーニング供試薬剤の選定	 
医薬品の実製造を考慮すると，培地への添加物には安全性(Michiels	 et	 al.,	 2011)，
コスト，安定性，安定供給，簡便な使用方法，精製工程への影響，特許状況，規制(Hesse,	 
Wagner,	 2000)など様々な制約が存在する．このような背景の元，文献や培地メーカーか
らの情報等をもとに	 (1)	 栄養的な側面，(2)	 抗酸化機能への着目，(3)	 電子伝達系の改
善，(4)	 増殖抑制，細胞周期制御，(5)	 ストレス応答蛋白，(6)	 加水分解物などの群に
分けて候補物質を机上選択し実験に用いた．	 
2.3.2.1. 栄養的な側面	 
タウリン（0， 30， 50， 100， 500， 1,000， 5,000	 μmol/L），グリセロール（0%，
0.5%， 1%， 2%， 5%， 10%， 20%（ v/v ）），脂質， IntralipidⓇ（ 10-7%， 10-6%， 10-5%，
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10-4%， 10-3%， 10-2%， 10-1%）， Lipid	 mixture	 1 ， Lipid	 mixture	 2 ， Lipid	 medium	 




グルタチオン（ 0， 50 ， 100 ， 500 ， 1,000μM ），α‐トコフェロール（ 0， 2，
50， 500， 5,000	 μM），プロアントシアニジン-2（ 0， 50， 100， 500， 1,000	 μM），
尿酸（ 0， 50 ， 100 ， 500 ， 1,000	 μM），アスコルビン酸（ 0， 50 ， 100 ， 500 ，
1,000	 μM）， p-ヒドロキシ安息香酸（ CoQ10の precursor ： 0 ， 100 ， 500 ， 1,000 ，
5,000	 μM），メルカプトエタノール（ 0， 100 ， 500 ， 1,000 ， 5,000	 μM），ポリヒ
ドロキシ酪酸，	 
2.3.2.3. 電子伝達系の改善	 
CoQ10，コハク酸，CoQ0： 2,3-Dimethoxy-5-methyl-1,4-benzoquinone	 (0， 50， 100，












グリセロール， Ficol	 70 ， Ficol	 400 ，デキストラン T40 ， PEG3000 ，ポリビニルプ
ロピレン，メチルセルロース，カルボキシルメチルセルロース	 
2.3.2.9. 複合	 
Ficol ＋培養液量＋細胞幡種密度， CLC ＋β-CD	 
CLC:	 Cholesterol	 Lipid	 Concentrate(Lifetechnologies,	 CA,	 USA)の略称	 












2.3.4. 	 	 CoQ10単独効果の検証	 
前述で得られた CoQ10： Tween80 （ 1 ： 2 ）＋ EtOH	 による溶解法調製液を用いた静置
バッチ培養を実施した． 50	 μM時に実測量として 25.8	 μLを添加した．その他は比例
計算で加えた． 0， 50 ， 500 ， 1,000	 μMにて検討（ CoQ10無添加は Tween80 の同量添
加を実施）．その結果，生育にも若干の改善効果を示し， CCD は Tween80 添加区で 3.0	 
cells/mL×day ， 50	 μM	 の CoQ10添加区で 4.3	 cells/mL×day と微増であった．一方，
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SPR の上昇は，それぞれ 8.8	 mab-pg/cell/d ， 11.1	 mab-pg/cell/d であった．以上より，
CoQ10には SPR の上昇効果があることを見出した． 500 ， 1,000	 μMでは増殖阻害が生じ
た．恐らく Tween80 の阻害によるものと推察された．	 
さらに，増殖可能限度の 50	 μMで前述の溶解検討によって取得された SPR の向上を確
認するために 1-L リアクター培養による検証を試みた．対照には CoQ10溶解の界面活性剤
に用いた Tween80 を添加した． Tween80 溶液を添加した対照培養に対して，
CoQ10/Tween80 溶液を添加した培養は到達細胞密度が高く CCD が 3.0	 cells/mL×day に対
して 4.3	 cells/mL×day に上がった． SPR は， Tween80 を添加した対照培養が無添加 8.5	 
mab-pg/cell/d とほぼ同じ 8.8	 mab-pg/cell/d であったのに対して， CoQ10/Tween80 溶液
を添加した培養は 11.1	 mab-pg/cell/d を示し SPR は 1.26 倍となり増大が再現された
（ Fig.1,	 B ）． IgG1	 キメラ抗体濃度は Tween80 を添加した対照培養 260	 mg/L に対して






Figure	 1 ．	 Effects	 of	 CoQ10	 on	 SPR.	 The	 YB2/0	 cell	 line	 was	 cultured	 with	 Q10-Tween-80	 
(closed	 circle)	 and	 Tween-80	 (control;	 open	 circle)	 in	 a	 1-L	 reactor	 (ABLE,	 Tokyo,	 Japan).	 
A)	 Comparison	 of	 cell	 growth,	 B)	 comparison	 of	 SPR.	 Similar	 results	 were	 obtained	 with	 
cultures	 in	 250-mL	 Erlenmyer	 flasks.	 









で，溶解法に関する特許を保有し粒子径 50	 nm 以下に液‐液拡散された SANOMITⓇ	 Q10を
用いれば従来の報告に示されない高濃度での培地添加が可能となることが期待された．	 
2.3.5.1. 初期検討培養	 
初期検討として SF 培地への SANOMITⓇ	 Q10の添加培養を T-225 フラスコで試みた．
SANOMITⓇ	 Q10	 50μL 中の CoQ10含量は 2.5	 mg であるから 50	 μg/μL と計算される． CoQ10
の分子量 863 より SANOMITⓇ	 Q10中の CoQ10は 58	 mmol/L と換算される． SANOMIT
Ⓡ	 Q10は
CoQ10の特徴的な色である鮮やかなオレンジ色をした液体である． 0.2μm の無菌フィル
ター（ザルトラボミニ）で無菌ろ過処理し必要量を 30	 mL の培地に懸濁し T-225 フラス
コでの培養に供試した． CoQ10濃度は 10 ， 30 ， 100 ， 500	 μmol/L で実施した．培養 0
から 1日目にかけては CoQ10の添加に起因すると考えられる増殖阻害が示された．阻害が
生じた試験区は培養期間を延長した．その結果， CCD はいずれも 2	 ×107	 cells/mL×day
で大きく変わらなかった．IgG1	 キメラ抗体濃度はCoQ10濃度が高いほうから220，186，
181 ， 138 ， 155	 mg/L を示し，一部，逆転はあるものの添加濃度依存的に高い IgG1	 キ
メラ抗体濃度を示した．その結果， SPR は対照培養の 8.5	 mab-pg/cell/d に対して 14.5	 
mab-pg/cell/d まで増大した．すでに構築されたセルバンクのため， SPR の改善は困難だ




ー培養を実施した．	 CCD は添加の有無に関わらず大きく変わらなかった． SPRは対照 6.9	 
mab-pg/cell/d に対して SANOMITⓇ	 Q10添加試験では 8.9	 mab-pg/cell/d に増大した．その
結果， IgG1 キメラ抗体濃度は 330	 mg/L から 430	 mg/L まで増大した．	 
2.3.5.3. CoQ10 関連物質の添加検討	 
SANOMITⓇ	 Q10で示された作用が，脂溶性が低い CoQ0で示されれば取扱いが容易で実用
的であることから添加培養を試みた．しかし，いずれの添加濃度（ 0， 50 ， 100 ， 500 ，
1,000 ， 5,000	 μM）でも増殖阻害が示され培養 2日目には死滅した． CoQ10の precursor
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シアニジン B2 は分子量 578 で，トコフェロールよりも強い抗酸化作用を持つとされる水
溶性物質である．毛髪上皮細胞への最大活性は 30μM であり生産性向上が期待された．
しかし，グルタチオン(0-1,000	 mM)，α-トコフェロール(0-5,000	 mM)，プロアントシア
ニジン B2	 (0-1,000	 mM)，尿素(0-1,000	 mM)，アスコルビン酸(0-1,000	 mM)， 2-メルカ
プトメタノール(0-5,000	 mM)，ヒドロキシ酪酸といった抗酸化剤では培地への添加によ
る著しい生産性向上の効果は示されなかった．いずれの抗酸化剤でも同様の結果であり，
CoQ10による SPR の上昇はその抗酸化作用に起因しないことが示唆された．	 
2.3.6. 	 	 活性酸素傷害指標となる 8-ヒドロキシデオキシグアノシン	 
活性酸素は呼吸の際に発生することが広く知られており，活性酸素は DNA 上に傷害を
発生し様々な変異を蓄積するといわれている(大柳善彦,	 2001)．活性酸素の 90%以上はミ
トコンドリアで発生するため核 DNA よりもミトコンドリア DNA で損傷が大きいことが知
られている(Richter	 et	 al.,	 1988)． 8-ヒドロキシデオキシグアノシン（ 8-OHdG ）は，
細胞内で活性酸素傷害が引き起こされたミトコンドリア DNA や核 DNA の傷害損傷すなわ
ちデオキシグアノシンの酸化が起こると生成し，血中や尿中で安定である．したがって，










減少が報告されている(Sigin	 Zhaorigetu	 et	 al.,	 2001)．活性酸素傷害の指標となる
8-OHdG の挙動は細胞培養の観点でも興味深いが，リアクター培養の経時測定報告は無い．	 
2.3.7. 	 	 CoQ10添加時における 8‐ヒドキシデオキシグアノシン濃度測定	 
抗酸化剤である CoQ10添加時に比抗体生産速度の増大が確認されたことから，抗酸化剤
の添加の有無による DNAの酸化損傷の違いを先述の 8-OHdG 測定系による培養上清の測定
によって検討した．	 Fig.2	 A)， B)， C ）は増殖曲線， 8-OHdG の経時変化，および IgG1










Figure	 2 ．	 Effects	 of	 Q-Media	 (500	 µM	 CoQ10	 using	 dispersion	 of	 nano-particles	 in	 
Hybridoma-SFM)	 on	 SPR.	 The	 YB2/0	 cell	 line	 was	 cultured	 with	 (closed	 circle)	 or	 without	 
(open	 circle)	 Q-Media	 in	 a	 1-L	 bioreactor	 (ABLE,	 Tokyo,	 Japan),	 which	 expressed	 
recombinant	 mouse/human	 chimeric	 IgG1	 antibody.	 A)	 Time	 course	 of	 8-OHdG	 concentration,	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B)	 comparison	 of	 cell	 growth,	 and	 C)	 amount	 of	 MAb	 vs.	 cumulative	 cell	 density	 (slope	 
corresponds	 to	 SPR).	 
8-OHdG は活性酸素傷害のマーカーとして老化研究などに用いられている(Richter	 et	 




先述の通り，筆者が所属する会社でも Fed-batch 培養終期に DNA の断片化を確認してい
る．	 8-OHdG の培養上清中の濃度を測定した結果，経時的に上昇することを見出し，























1984	 )，同様の作用が培養系への SANOMIT®	 Q10の添加によって導かれ，乳酸蓄積が軽減し
ATP 代謝が活性化されたことが推察される．さらに，生理的には CoQ10投与による血中 ATP
含量の増大が報告されており(Kajiwara,	 1984)， CoQ10は電子伝達鎖の重要物質であるこ
とから ATP の生産改善が推察されるところである．加えて，心筋で CoQ10の濃度が低下し
た時にエネルギー生産性が低下しATP濃度が低下した際には，CoQ10の投与によってエネ
ルギー生産が改善されることが知られている(Kishi	 et	 al.,	 1993)．一方で，基本エネ
ルギーの ATP が増大していると仮定した場合に， CoQ10の添加の有無にかかわらず， CCD
の著しい増加はみられておらず，その効果が生産性のみに寄与している点などは興味深
い点である．同様に前駆体である CoQ0，コハク酸の添加検討を試みたが，培養 2日目に







Figure	 3.	 Effects	 of	 Q-Media	 (80	 or	 160	 µM	 CoQ10	 using	 dispersion	 of	 nano-particles	 
in	 CD	 Hybridoma)	 on	 SPR.	 The	 YB2/0	 cell	 line	 was	 cultured	 in	 a	 1	 L	 bioreactor	 with	 0	 
(open	 symbol),	 80	 (hatched	 symbol),	 or	 160	 µM	 CoQ10	 (closed	 symbol),	 which	 expressed	 
recombinant	 mouse/human	 chimeric	 IgG1	 antibody.	 A)	 Amount	 of	 MAb	 vs.	 cumulative	 cell	 





2.3.9. 	 	 CoQ10添加によるカルシウムの動員	 
細胞内 Ca2+	 は，さまざまな細胞におけるセカンドメッセンジャーとして重要な役割を
演じている．安静時には，細胞内 Ca2+	 濃度（[Ca2+]i ）は， 100	 nM （ 10‒ 7	 M ）前後の低
濃度に保たれていて，細胞外から何らかの刺激をうけることにより，さまざまな Ca2+	 透
過性チャンネルを通して，濃度勾配によって 10 ‐ 3	 M	 の高濃度にある細胞外からの Ca2+	 の
流入がおこり，一過性の[Ca2+]i	 の上昇が引き起こされる．その結果，細胞内情報伝達機
構を通してさまざまな細胞機能を制御している(Harada,	 2008)．	 
ATP	 	 (10	 μM)の添加および CoQ10の添加で細胞内カルシウム濃度が上昇した（ Figure	 
4 ）．一方で，生産性向上物質として知られる GMP および DMSO では濃度上昇は認められ







Figure	 4 ．	 Effects	 of	 CoQ10	 on	 [Ca
2+]i	 of	 CHO	 cells.	 [Ca2+]i	 was	 analyzed	 using	 the	 
fluorescent	 Ca2+	 indicator	 fura-2.	 Effects	 of	 CoQ10	 (232	 µM,	 closed	 circle)	 and	 ATP	 
(positive	 control,	 10	 µM,	 closed	 triangle).	 Negative	 control	 data	 (buffer)	 are	 also	 
shown	 (open	 circle).	 
2.3.10. 	 	 CoQ10添加培養による生産物の ADCC 活性	 
医薬品の製造工程変更においては，変更前後の生産物の同等性を証明する必要がある．
生産性が増大しても生産物の活性に影響があれば，新たな臨床試験を要求される．生物
学的な活性としては細胞傷害性（ ADCC ）活性が重要とされている． ADCC 活性は抗体糖
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鎖中のフコースの含量（ deFuc%）に影響されることが報告されており(Shinkawa	 et	 al.,	 
2003)．培養工程としては生産抗体の deFuc%を一定幅に収めることが要求される．ここで
は， 5-L	 Jar における SANOMITⓇ	 Q10添加培養で得た IgG1	 キメラ抗体によって ADCC 活性
の測定を対照培養と比較した． Fig.	 5	 A)， B)	 は得られた抗体の結合活性と ADCC 活性
の測定結果を示したものである．	 
対照培養とSANOMITⓇ	 Q10添加培養とは結合活性，ADCC活性ともに差は認められなかっ








Figure	 5.	 Comparison	 of	 MAbs	 produced	 in	 Q-Media	 and	 regular	 media.	 MAbs	 expressed	 
by	 YB2/0	 cells	 cultured	 in	 Q-Media	 and	 regular	 media	 were	 separately	 purified	 and	 their	 
activities	 to	 bind	 to	 their	 antigen	 (panel	 A)	 and	 kill	 their	 target	 cells	 (ADCC,	 panel	 
B)	 were	 analyzed	 by	 ELISA	 and	 51Cr-release	 assays,	 respectively.	 
	 
2.3.11. 	 	 他細胞(NS0 ， CHO 細胞)への効果	 
SANOMITⓇ	 Q10の添加による SPR 向上効果を他宿主でも検討した．他宿主としては，キ




培養 3日目からフィードを添加することによって槽内濃度 121 から 393μMまで段階的に
上昇させた． NS0 細胞の系では培養初日から SANOMITⓇ	 Q10	 濃度 100	 μMとなるように添
加した．その結果， CCD がやや減少し， SPR は対照培養に対して 30%増大した．	 










なお,YB2/0 のフェドバッチ培養（ WO/01/29246 ）， CoQ10の生産性増強作用（ WO	 




第 3 章 	 糖鎖制御 	 
3.1. 	 	 緒言	 
広く普及した抗体医薬では，特にIgG型の抗体が多く用いられている．IgG型抗体は，
ジスルフィド架橋で結合した2本の重鎖と2本の軽鎖からなるヘテロ4量体である．IgG1
抗体は 2本の N型結合バイアンテナリー（ biantennary)糖鎖を Fc領域にある Asn	 297	 に
結合している． Fc 領域のグリコシル化が IgG の生物学的活性,特に補体に媒介される細
胞溶解	 (CDC ）,および抗体依存性の細胞傷害（ ADCC ）にとって必須である．近年の抗体
医薬品開発の成功により，抗腫瘍効果の増強は次世代の抗体医薬として開発が急がれて
いる．コンジュゲートなどに代表される高い活性を持った抗体の開発とともに，高い細




が，上市抗体の一つとして知られる CAMPATH-1HⓇは当初 YO 細胞を宿主として開発が着手
され，生産性を理由に生産工程では CHO 細胞に工程変更されていると推察される．グロ
ーバルで承認された抗体医薬品 29 品目のうち約半数となるる 14 品目が CHO 細胞を宿主
としているとされており(Beck	 et	 al.,	 2008)，宿主細胞由来の蛋白の分析キットなどに
代表されるツールや種々の情報が充実している．ますますこの傾向は高まるものと考え
られる．したがって，高い ADCC 活性抗体を作成する技術が CHO 細胞を宿主として安定し
て得られれば，産業への寄与は大きい．筆者が勤務する会社でも高い ADCC 活性抗体を生
産する CHO 細胞が，抗体糖鎖へのフコース付加に関与する酵素 FUT8 の遺伝子ノックアウ



















とにより糖鎖構造を変化させる公開特許(Takeshi	 Omasa	 et	 al.,	 2003)，雪印乳業によ
って出願された培地中の糖組成あるいは糖濃度を変更することによって生産される糖鎖
の種類あるいは分子量を改変することを目的とした公開特許(Hirofumi	 Tachibana	 et	 al.,	 
1994)，中埜酢店より出願されている培地中にグルコサミンまたは N-グルコサミンを添加
することによりガラクトース残基を持たない糖鎖を高い比率で得ることを目的とする公












Table 2. Reported effects of medium osmolality in animal cell culture 
 Range (mOsm/kg) Product Cell line reference 
350 or 400  antibody (Ab) hybridoma (Oh et al., 1993) Productivity enhancer of mouse 
hybridoma 
285–455 IgG2b anti-idiotype anti Ab hybridoma (S3H5/γ2bA2) (Park, Lee, 1995) 
310 tissue plasminogen activator (tPA) rCHO (MT2-1-8) (Kimura, Miller, 1997) 
300, 250, 200, or 150 chimeric Ab rCHO (CS13*–1.0) (Lee, Lee, 2001) 
392, 469, 542, or 620 chimeric Ab rCHO with different cloned gene dosage (Ryu et al., 2001) 
300–500 tPA rCHO [l-15500 (ATCC CRL-9606)] (Takagi et al., 2001) 
294–522  humanized Ab against the S surface antigen of hepatitis B virus rCHO (SH2-0.32) (Kim et al., 2002) 
Productivity enhancer of CHO 
490 anti-Rhesus D IgG rCHO DG44 (Zhang et al., 2010) 
Improvement of Culture Longevity 223–540 IgG2b anti-idiotype anti Ab hybridoma (S3H5/g2bA2, DB9G8)  (Ryu, Lee, 1999) 
168–329 IgG2b anti-idiotype Ab  hybridoma (S3H5/g2bA2, DB9G8)  (Soo Ryu, Min Lee, 1997) Hypo-/Hyper-osmotic stress 
285–425 chimeric Ab transfectoma (KR12H-2)  (Lee, Lee, 2000) 
290, 338, 386, 435, or 580  IgG1 mouse hybridoma (167.465.3) (Ozturk, Palsson, 1991) Increased cell size 
300–520 IgG1 mouse hybridoma (6H11) (Øyaas et al., 1994) 
Intraceller level in osmolyte 273 or 600 - mouse L-929 cells (Libioulle et al., 2001) 
300 or 450 chimeric antibody directed against hepatitis B virus rCHO DG44 (CS13*-1.00) (Lee et al., 2003) 
100 above vs. control IgG2a directed against CD3 mouse hybridoma OKT3  (Shen, Sharfstein, 2006) 
350–650 anti-Rhesus D IgG rCHO (B0) (Shen et al., 2010) 
206 or 498 - ES cell (CGR8) (Mao et al., 2008) 
-omics analysis  




Metabolism 280–370 MAb rNS0 (Zhao et al., 2009) 
Apoptosis 315–610 with 90 mM-NaCl EPO, MAb rCHO (Han et al., 2010) 
300, 340, 367, or 395 Anti PSA MAb hybridoma (Franco et al., 1999) Aggregation 
360, 390, 430, 470, or 510  IFN-β rCHO (Han et al., 2009) 
From 290 up to 400 IgG1 directed against phosphorylcholine hybridoma (McNeeley et al., 2005) Cell cycle 
From 290 up to 400 IgG1 directed against phosphorylcholine hybridoma (Sun et al., 2004) 
Osmolyte 335–500 Moloney mouse leukaemia virus derived retroviral vectors Fly A7, HCT-116 (ATCC CCL-247) (Coroadinha et al., 2006b) 
300–520 Ab mouse hybridoma (6H11) (Øyaas et al., 1994) 
292, 467, or 561 
305, 458, or 537 
hTPO rCHO (dhfr-B22-4, CS13-0.02*, and 
CS13-1.00*) 
(Ryu et al., 2000) 
Osmoprotective compounds 
(Osmopurotectant) 
335, 350, 400, 480, or 570 tPA rCHO (MT2-1-8) (Schmelzer, Miller, 2002a) 
310–376 tPA rCHO (MT2-1-8) (Kimura, Miller, 1996), 
(Kimura, Miller, 1997) 
337–469 IgG2a MAb against benzene-arsonate hybridoma  (deZengotita et al., 1998) 
105, 76.8, or 52.6 mM NaCl  
controlled at 320 ± 5  
tPA rCHO (MT2-1-8) (Zanghi et al., 1999) 
320, 375, 435, or 476 IgG2a MAb hybridoma AB2-143.2 (deZengotita et al., 2002) 
320, 375, 435, or 475 IgG2a MAb hybridoma AB2-143.2,  (Schmelzer, Miller, 2002b) 
Glycosylation and pCO2 
303,313,347, or 336 recombinant fusion glycoprotein B1 rCHO DG44 (Borys et al., 2010) 
Optimized cell growth 40–250 mM-NaCl – HeLa (Elton Stubblefield, 
Mueller, 1960) 
1	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3.2. 	 	 試料	 
3.2.1. 	 	 使用細胞株	 	 
宿主細胞には，ラットハイブリドーマ YB2/0 （ ATCC	 CRL-1662,	 VA,	 USA ）を用いた
(Shitara	 et	 al.,	 1994)．マウスヒトキメラ型 IgG1 抗体 Aおよび Bをそれぞれ発現する
YB2/0 細胞を Hybridoma-SFM,	 CD-Hybridoma	 培地(Lifetechnologies,	 CA,	 USA)に必要に
応じて添加剤を添加し 250	 mL 容量の三角フラスコ	 (Corning,	 NY,	 USA)，またはバイオリ
アクターで培養した．また,SP2/0 細胞（ ATCC,	 CRL-1581 ）と NS0 細胞（ Riken,	 RCB0213,	 
Japan ）を用いた． SP2/0 と NS0 細胞はマウスヒトキメラ型 IgG1 抗体 Aを発現した．	 
3.2.2. 	 	 使用原料	 
CD-Hybridoma	 AGT培地は粉末顆粒体を用いた．また，使用に際してはHigh	 Density	 Lipid	 
Concentrate(HDLC ， Invitrogen 社)を 0.4%(v/v)添加した．	 
3.3. 	 	 方法	 
3.3.1. 	 	 培養装置	 	 
三角フラスコ培養には,回転振とう機（タイテック）を用いた．バイオリアクターは，
フラットパドルの 1-L （ ABLE,	 Tokyo,	 Jaoan ），ディスクタービンの	 30-L	 
(Bioengineering	 AG,	 Wald,	 Switzerland),	 ピッチドブレードの 5,	 400-L （丸菱バイオ
エンジ,	 Tokyo,	 Japan ）	 槽を用いた． 1-L 槽は非加圧槽である．接着性の細胞は cell	 
culture	 bag	 (Medtronic,	 MN,	 USA)または T-225	 cm2 フラスコ（ IWAKI,	 Tokyo,	 Japan ）
を用いた．	 
3.3.2. 	 	 分析方法	 	 
細胞密度および生存率は CEDEX	 カウンター(Inovatis	 AG,	 Bielefeld,	 Germany)を用い
て 0.4%トリパンブルーを用いた色素排除法にて計測した．オフラインのグルコース，乳
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酸濃度の測定は，固定化酵素電極法	 YSI2700	 SELECT （ Yellow	 Springs	 Inc.,	 OH,	 USA ）
で測定した．培養上清中の IgG1 キメラ抗体濃度は， ProteinA カラムを用いて	 HPLC で測
定した．培地中の浸透圧は，凝固点降下法による Vogel	 OsmometerOM802-D	 (Vogel,	 Giessen,	 
Germany ）で測定した．抗体糖鎖のフコシル化は新川らの方法に従って，それぞれの精製
抗体から単糖組成分析した(Shinkawa	 et	 al.,	 2003)．トータル RNA の取得方法は新川ら
の方法に従った． FUT8,	 GMDの RT-PCR 測定は神田らの方法に従った(Kanda	 et	 al.,	 2006)．
GDP-フコースの代謝発現解析のRT-PCRは吉末らの方法に従った(Yoshisue	 et	 al.,	 2002)．
使用した特異的なプライマーを Table	 3	 に示した．アレイに供した培養サンプルは培養
6,	 9,	 11,	 12 日目に採取し TrizolⓇに懸濁，冷凍保存し供試した．	 
Table 3. Oligonucleotide primers for RT-PCR analysis  
Gene 
symble 























fucosidase, alpha-L- 1, tissue 
similar to L-fucose kinase 
mannose phosphate isomerase 



































*1: The β-actin and hydroxymethylbilane synthase as reference genes were selected for calculating normalization factor with 




3.3.3. 	 	 培養方法	 
播種密度は 2×105	 cells	 /mL 以上となるように播種し， 37℃で培養し，必要に応じて
IMDM 培地中のアミノ酸ビタミン粉末を Feed した．バイオリアクターでの培養では，上面
通気中の CO2，または 1	 mM	 Na2CO3を用いて pH	 7.1 に制御した．溶存酸素濃度が 50%にな
るように酸素のスパージングによって制御した．パーフュージョン培養には Sorvall	 
CentritechTM	 Lab	 II	 （ Thermo,	 MA,	 USA ）を用い任意の浸透圧培地に，約 4日毎に段階
的に制御した．灌流率は	 1	 vvd とした．これに対して接着性の細胞であった SP2/0 細胞
と NS0 細胞は cell	 culture	 bag	 (Medtronic,	 MN,	 USA)または T-225	 cm2の T フラスコ
（ IWAKI,	 Tokyo,	 Japan ）を用いた．	 
3.3.4. 	 	 各計算式	 
生存率：生細胞数/総細胞数×100%	 
CCD ： cumulative	 cell	 density	 :	 累積細胞密度	 （ cells×d/mL ）	 
SPR ： Specific	 Monoclonal	 antibody	 Production	 Rate ，比抗体生産速度，	 
SPR ＝抗体濃度／ CCD （ mab-pg/cell×d ）	 
予測 IgG1	 キメラ抗体濃度：比抗体生産速度が一定（ 8	 mab-pg/cell×d ）であることを
仮定し累積生細胞数(cells/mL)を乗じて抗体濃度を推算した．	 
3.3.5. 	 	 糖鎖制御フェドバッチ培養	 
浸透圧 350	 mOsm/kg 前後に成行き調製された初発培地を加水により 240	 mOsm/kg に希釈
した．さらに，グルコースを	 15	 g/L添加し最終調整浸透圧を330±10， 320～ 340	 mOsm/kg
とした．浸透圧調整には浸透圧調整剤としてグルコース	 50%溶液を用いた．ここでは一例
を示したが， NaCl とグルコース溶液の比により任意に浸透圧と初発のグルコース濃度設
定が可能である．培地調製時にグルコースを	 15	 g/L	 添加した時 240 から 340	 mOsm/kg に





である	 	 Y	 =	 -0.295X	 +	 152.4	 を用い， Yに目標とする deFuc%50%， 70%，そして 80 ％を





エクセルシート上で計算し添加 Glc濃度を決定する．例として	 （設定値 390	 mOsm/kg ‐	 現




3.4. 	 	 結果と考察	 
3.4.1. 	 初発培地の浸透圧による抗体糖鎖フコース非含量（ deFuc%）への影響	 
YB2/0 細胞培養の初発培地の加水希釈に応じて，糖鎖中 deFuc%は増大した（ Fig.	 6 ）．
その傾向は培養 4～ 11 日目を通じて変わらなかった（データ非表示）． 5-L バイオリア
クターによる Fed-batch 培養のために，初発浸透圧を蒸留水で加水希釈し 285,	 300,	 325,	 
345	 mOsm/kgに調整した．培養11日目にはdeFuc%は浸透圧が低い順に約70%， 58%， 46%，
40%と逆相関を示した．既に YB2/0 細胞で発現された抗体の ADCC 活性が高いことは知られ
ており(Kanda	 et	 al.,	 2006)，糖鎖中の deFuc%が高いことも既知だが(Shinkawa	 et	 al.,	 
2003)， YB2/0 細胞株が発現する抗体糖鎖中の deFuc%は必ずしも一様に高いわけではなく
培養条件により変動することを明らかにしたのはこれが初めてである．また，浸透圧上昇
における生産性上昇が種々報告されているが(Oh	 et	 al.,	 1993;	 Park,	 Lee,	 1995;	 Ryu	 et	 




きた．浸透圧はその一つの重要な因子であり，生体の浸透圧が 320	 mOsm/kg 前後であるこ
とから多くの市販培地はこの前後の浸透圧に調整されてきた．例えば， IMDM;282 ，
Serum;290 ， RPMI-1640;305 ，α-MEM;305 ， DMEM;329	 mOsm/kg である．また，一般に
Hybridoma細胞やCHO細胞では，浸透圧が高い時に比生産速度[	 specific	 production	 rate:	 
SPR （ pg/	 cell/d ）]が高いことが知られており市販培地の中には 350	 mOsm/kg 程度の高
い浸透圧に調整された CD-Hybridoma 培地なども存在する．私の知るところでは，糖鎖パ




	 	 	 	 	 
Figure	 6 ． Dependence	 of	 MAb	 defucosylation	 levels	 (deFuc%)	 produced	 by	 YB2/0	 cells	 
on	 initial	 medium	 osmolality.	 The	 medium	 was	 diluted	 with	 distilled	 water	 to	 attain	 the	 
indicated	 osmolality	 at	 the	 beginning	 of	 the	 culture.	 Fed-batch	 method	 was	 used	 in	 a	 
5-L	 bioreactor.	 Independent	 experiments	 under	 similar	 conditions	 exhibited	 similar	 
results	 in	 1-L	 bioreactors.	 
3.4.2. 	 	 フェドバッチ途中での希釈の deFuc%への影響	 
培地浸透圧と deFuc%の逆相関は， YB2/0 細胞の Fed-batch 中の加水希釈でも再現され










となる．初発浸透圧 340	 mOsm/kg で培養を開始した後，培養 6日目で加水希釈し浸透圧を
290	 mOsm/kg に調整した．その結果，浸透圧制御によって deFuc%が 20%上昇制御された．















えば，ノックアウト手法を用いてフコース転移酵素 FUT8	 (Yamane-Ohnuki	 et	 al.,	 2004)，
GMDの供給酵素 GMD	 (Kanda	 et	 al.,	 2007)への応用例が知られる．siRNAによる阻害では，
同じく FUT8	 (Mori	 et	 al.,	 2004)，フコースのゴルジ体への供給体である GDP-フコース
のトランスポーターGFT(Omasa	 et	 al.,	 2008)の抑制が知られる．また，グリコシダーゼ
阻害剤も報告されている(Zhou	 et	 al.,	 2008)．しかしながら，培養プロセスにおける実
用的なアプローチは未だ無い．	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3.4.3. 	 	 他細胞（ NS0 ， SP2/0 細胞）での deFuc%への影響	 






の逆相関は NS0 細胞， SP2/0 細胞そして YB2/0 細胞で対極には同じ傾向を示した．	 
ADCC 活性が主薬効の抗体を開発する際には，宿主細胞を慎重に選択する必要がある．
なぜならば， ADCC 活性は deFuc%に大きく依存するからである．異なった宿主細胞は，異
なった糖鎖生産能，特にフコース付加能に関して異なった能力を示しており，適した細胞
を選択すべきである(Kanda	 et	 al.,	 2006;	 Shields	 et	 al.,	 2002;	 Shinkawa	 et	 al.,	 2003;	 
Wurm,	 2004)． QbD の方針に沿って考えれば，安定な工程制御のためには遺伝子改変され




McCormick,	 2008;	 Werner,	 2004)．それゆえ，開発途上での宿主細胞の切り替えが必ず許
容されるとは限らない．特に臨床データが多く蓄積された開発後期になればセルバンクの
変更は同等性管理において一定のリスクを負うことになる．バイオ医薬では他にもマウス














Figure	 7 ． Dependence	 of	 defucosylation	 levels	 (deFuc%)	 of	 IgG1	 MAbs	 produced	 from	 
NS0	 (A)	 and	 SP2/0	 (B)	 cells	 on	 the	 initial	 medium	 osmolality.	 SP2/0	 and	 NS0	 cells	 were,	 
respectively	 cultured	 in	 1,000	 mL	 cell	 culture	 bags	 (Medtronic,	 MN,	 USA)	 or	 225	 cm2	 
T-flasks	 (AGC,	 Tokyo,	 Japan)	 in	 RPMI1640	 medium	 (Lifetechnologies,	 CA,	 USA)	 supplemented	 
with	 10%	 Daigo’s	 GF21	 (Nihon-seiyaku,	 Osaka,	 Japan).	 
3.4.4. 	 	 灌流（ Perfusion ）培養を用いた制御範囲の検討	 
パーフュージョン培養において，フィード培地の浸透圧を 260 ‐ 330	 mOsm/kg に任意に
変化させることで， deFuc%を 45%から 85%で任意に制御し 33 日間培養した（ Fig.	 8 ）．
図中に示すように培地の浸透圧を狙った浸透圧（◆）に 310 ， 270 ， 260 ， 240 ， 300 ，
330 ， 300	 mOsm/kg の順で上げ／下げ制御することで， deFuc%（■）は上げ方向／下げ方
向に任意に変化することが見出せた．このように培地浸透圧によって deFuc%は制御可能
であったにもかかわらず，最低浸透圧 240	 mOsm/kg に切り替えたところで，それまで 90%
を超える数値で良好に推移していた生存率の低下が示された（ Fig.	 3.3B,	 C 矢印箇所）．
このように蒸留水による希釈浸透圧制御には，培地組成物の変動と，なにより細胞が持つ
生育能力に“制限”があることを留意せねばならない．	 
昨今の医薬品製造において， Bayer 社， Centocor 社などかねてより Perfusion 培養を
採用して技術・経験的に円熟している少数の会社を除き，ほとんどはバリデーションなど
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の観点から Batch ， Fed-batch の工程を採用していると考えられる(Michel	 Chartrain,	 
Chu,	 2008)．ここでは，実験の都合により短時間で結果を得るためのツールとして
Perfusion 培養を採用した．流加培地浸透圧は加水希釈によって調整した．培地切り替え
た後， Centritech	 Lab	 II を用い実行容量 1L の槽内に新鮮培地 250	 mL が 6	 hr 毎に流入
する設定（ Perfusion	 rate	 1	 v.v.d.），すなわち約 1日で浸透圧が設定値に変動する条
件で運転した．	 21 日目で viability が 90%を下回ったので，浸透圧を上げ方向への制御












Figure	 8.	 Defucosylation	 levels	 (deFuc%)	 of	 MAbs	 produced	 by	 YB2/0	 cells	 cultured	 in	 
varied	 osmolalities.	 Cells	 were	 cultured	 by	 a	 perfusion	 method	 using	 a	 1-L	 bioreactor	 
with	 CentritechTM	 LabII	 system	 (Thermo,	 MA,	 USA)	 which	 enabled	 arbitrary	 changes	 in	 the	 
medium	 osmolality.	 (A)	 Open	 circles,	 observed	 medium	 osmolality;	 closed	 diamonds,	 
osmolality	 of	 feeding	 medium;	 closed	 squares,	 observed	 deFuc%.	 (B)	 Reactor	 cell	 
viability	 (open	 triangle).	 (C)	 Reactor	 viable	 cell	 density	 (closed	 circles).	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Reproducibility	 is	 ensured	 because	 several	 conditions	 were	 adopted,	 although	 
reproducibility	 is	 just	 one	 aspect	 of	 perfusion	 culture.	 
3.4.5. 	 	 種々の調圧剤による deFuc%への影響	 
浸透圧調整に用いた調圧剤の性質（イオン	 vs	 非イオン，糖鎖合成基質	 vs	 非基質）に
よらず培地浸透圧と deFuc%の逆相関は維持された（ Fig.	 9 ）．浸透圧そのものが deFuc%
に影響していることを確かめるために，イオンの影響（ KCl と NaCl ），基質（フコース，
フルクトース，クレアチン），非極性（マンニトール）によって 320 から 250	 mOsm/ｋｇ
に加水希釈した培にそれぞれ添加，調整して 37℃で 11 ， 12 日間培養した．驚くべきこ
とに，培地浸透圧と deFuc%の逆相関は化合物によらず相関係数： r2	 ＝ 0.92 という高い
相関を示した．さらには，細胞生理の基幹であろう Na+/K+の比率の変化も影響しなかった．
また，フコースが他の物質と同じ効果を持つことは一見不思議だが，動物細胞培養では糖
鎖へのフコース供給源である GDP-フコースの 90%はフリーのフコースではなく， GDP-マ
ンノースから合成されることが報告されている(Becker,	 Lowe,	 2003)．また，浸透圧が比
タンパク生産速度に影響し，その浸透圧調整に使用する化合物によって影響が異なること










	 	 	 	 	 	 	 
Figure	 9.	 Relationship	 between	 defucosylation	 levels	 (deFuc%)	 of	 MAbs	 produced	 and	 
medium	 osmolalities	 attained	 by	 supplementing	 with	 different	 compounds:	 closed	 squares,	 
NaCl;	 closed	 triangles,	 KCl;	 closed	 circles,	 fucose;	 open	 squares,	 mannitol;	 open	 
triangles,	 fructose;	 open	 circles,	 creatine.	 Cells	 were	 cultured	 in	 250-mL	 Erlenmyer	 
flasks	 (Corning,	 NY,	 USA)	 for	 11	 days.	 
	 





本検討に用いた IgG1	 キメラ抗体の生産 YB2/0 細胞株の特徴として， CCD （ 106	 cells










培養途上の温度シフト， pH シフト検討において乳酸濃度の応答，浸透圧の応答には約 2
日を要したことから各日 2日前の浸透圧による補正，②全日程の浸透圧の単純平均の利用，
③各区間生産抗体量（すなわち全 CCD に対する CCD の分率％）を加味した浸透圧で再度プ
ロットを比較した．その結果，②平均，③各区間生産抗体量補正による浸透圧値を用いた
場合に相関係数は r2	 ＝ 0.81 から r2	 ＝ 0.95 に向上した．②の平均が良好な相関を示した
のは急激な浸透圧変動が無かったことに由来すると考える．自発的に浸透圧を制御するの
であれば③の手法が有効であると考え，以降のプロットには本手法を用いることにした．	 
3.4.7. 	 	 各種培養データのプロット	 
イオン非依存的な浸透圧の応答は未解明であるが，例えば TRPV4 （ Transient	 receptor	 
potential	 vanilloid	 4 ）は，細胞が低浸透圧で膨れると活性化することが知られるチャ




（ dCO2）の蓄積がスケールアップにより生じることが，よく知られている(Matsunaga	 et	 
al.,	 2009)．その結果， dCO2が上昇し，細胞内の変化によって抗体生産量が低下するこ
とが，いくつかの細胞で知られている	 (deZengotita	 et	 al.,	 1998;	 Goudar	 et	 al.,	 2007;	 
Zhu	 et	 al.,	 2005)．そこで圧力や流れ dCO2の変化を考慮して， 1,	 5,	 30 ， 400-L とサ
イズだけでなく，縦横比，攪拌翼形状，加圧／非加圧の異なった 4つのリアクターの培地
浸透圧と deFuc%の相関をプロットした（ Fig.	 10 ）．培地浸透圧と deFuc%の逆相関は良




数やシアル酸種（	 N-アセチルノイラミン酸	 vs.	 N-グリコリルノイラミン酸）について議
論されてきており，前述の dCO2ばかりでなく(Kimura,	 Miller,	 1997;	 Oliveira	 et	 al.,	 
2008;	 Zanghi	 et	 al.,	 1999)，アンモニア， pＨ，溶存酸素，温度，培養停止タイミング




	 	 	 	 
Figure	 10.	 Relationship	 between	 the	 defucosylation	 levels	 (deFuc%)	 and	 the	 initial	 
medium	 osmolalities	 analyzed	 under	 four	 culture	 scale	 conditions.	 MAbs	 were	 produced	 
under	 78	 different	 physical	 conditions:	 four	 reactor	 size	 (1,	 5,	 30,	 and	 400	 L)	 each	 
with	 different	 blades	 and	 aspect	 ratios	 (L/D),	 as	 well	 as	 different	 osmolalities,	 for	 
11	 to	 12	 days	 in	 fed-batch	 cultures.	 
3.4.8. 	 	 YB2/0 細胞フェドバッチ培養の RT-PCR 分析	 
半定量的な RT-PCR を用いてフコース付加の肝となる FUT8と GMDの mRNA の発現解析を
11 日間の 400-L 槽 Fed-batch 培養で実施した（ Fig.	 11 ）．ハウスキーピング遺伝子で
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Figure	 11.	 RT-PCR	 analysis	 of	 cultured	 YB2/0	 cells	 in	 80-L	 pre-culture	 and	 400-L	 main	 
fed-batch	 culture	 in	 bioreactors.	 FUT8	 and	 GMD	 transcript	 amounts	 relative	 to	 β-actin,	 
calculated	 from	 the	 fluorescence	 intensity	 of	 each	 band	 measured	 by	 FluoroImager	 SI,	 
are	 shown	 below	 the	 RT-PCR	 panels.	 Two	 independent	 experiments	 under	 similar	 conditions	 
exhibited	 similar	 results.	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3.4.9. 	 	 培地浸透圧が及ぼす GDP-フコース代謝経路の発現解析	 
高い浸透圧条件下に比較して，低い浸透圧条件では， FUT8の発現低下， GDP ‐フコー
ス合成経路酵素群の遺伝子の発現低下，そして解糖系遺伝子群の発現低下が確認された．
高／低浸透圧（ 410/250	 mOsm/kg ）の条件で培養したサンプルを比較マイクロアレイ解析
し，注目した遺伝子群について RT-PCR を実施した． cDNA は，低浸透圧 250	 mOsm/kg ，高
浸透圧 410	 mOsm/kg の条件下で，マウスヒトキメラ IgG1 抗体 Bを発現する YB2/0 細胞の




Sharfstein,	 2006;	 Shen	 et	 al.,	 2010)．次に注目した遺伝子群について RT-PCR を用い








て GDP ‐フコースの供給経路は， GDP ‐マンノースに由来する de	 novo の系と遊離フコー
スからのサルベージ経路の２つがある． HeLa 細胞を用いた合成経路の定量試験では，
GDP ‐フコースの 90%は de	 novo の系で合成される(Becker,	 Lowe,	 2003)．さらに， de	 novo
経路の GMDと（ Table	 4.），サルベージ経路のフコースキナーゼの（ Table	 4.）が低浸
透圧で減少していた．これらは GDP ‐フコースの供給が低浸透圧では制限されていること
を示している．第三に， GDP ‐フコースを基質に抗体に糖鎖を付加する FUT8そのものの
発現が低浸透圧条件下で顕著に抑制された．これらの結果は，適切な培地浸透圧による
deFuc%の制御が ADCC 活性の安定な抗体の製造において必須であることを示している．蛋
白医薬の発現と糖鎖合成への浸透圧の影響については知られているが(Borys	 et	 al.,	 
2010;	 del	 Val	 et	 al.,	 2010)，フコースに関する報告は無い．	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Table	 4.	 Gene	 expression	 ratio	 (hypoosmotic	 vs.	 hyperosmotic	 conditions)	 during	 
fed-batch	 culture	 as	 analyzed	 by	 RT-PCR	 
	 











Culture periods (days) 6 9 11 12 Gene 
Symbol 
Gene name     
Gck Glucokinase 0.14 0.11 0.15 0.13 
Hk1 Hexokinase1 0.37 0.23 0.27 0.26 
Hk2 Hexokinase2 0.88 0.72 0.94 0.44 
Hk3 Hexokinase3 0.61 0.59 0.72 0.63 
Fpgt Fucose-1-phosphate guanylyltransferase 1.16 0.68 0.92 1.04 
Fuca Fucosidase, alpha-L-1 0.94 0.59 0.50 0.74 
Fuk L-fucose kinase 0.51 0.33 0.32 0.44 
Mpi Mannose phosphate isomerase 0.74 0.56 0.55 1.01 
Pmm1 Phosphomannonutase 1 0.83 0.45 0.77 0.33 
GMD GDP-mannose 4,6-dehydratase 1.05 0.74 0.78 0.89 
Fut1 Fucosyltransferase 1 0.46 0.18 0.36 0.27 
Fut8 Fucosyltransferase 8 0.29 0.04 0.18 0.12 
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ースの消費にともなって低浸透圧を実現する（ Fig ． 12	 A,	 ×記号）．上げ方向の制御
はグルコースを培養 6日目に添加することで実現した（ Fig.	 12	 ,	 白抜き記号）．浸透
圧一定の制御はグルコースほか栄養物を添加することで達成された（塗りつぶし記号）．







(Hossler	 et	 al.,	 2009)．例えばアンチトロンビン製剤のヘパリン結合活性にフコースの
有無が影響することが知られている(Louise	 Garone	 et	 al.,	 1996)．現段階では，糖鎖合
成経路の一連のすべての酵素を制御することは不可能である．しかし，グルコース溶液に






	 	 	 	 	 	 	 
Figure	 12.	 Defucosylation	 levels	 (deFuc%)	 of	 MAbs	 produced	 with	 different	 methods	 to	 
regulate	 medium	 osmolality.	 Open	 symbols,	 hyperosmotic;	 cross	 symbols,	 hypoosmotic;	 
closed	 symbols,	 constant	 osmotic	 conditions.	 Cells	 were	 cultured	 in	 a	 5-L	 fed-batch	 
bioreactor	 with	 custom-made	 medium	 containing	 low	 NaCl.	 Osmolality	 was	 adjusted	 by	 
supplementing	 with	 NaCl.	 (A)	 glucose	 concentration	 in	 the	 medium,	 (B)	 medium	 osmolality,	 
(C)	 deFuc%	 MAbs	 harvested	 on	 day	 11,	 and	 (D)	 viable	 cell	 density.	 Independent	 experiments	 




3.5. 	 	 小括	 
以上， YB2/0 細胞で発現される抗体の ADCC 活性に深く関与するとされる抗体糖鎖中の
deFuc%の制御を試みた．	 
抗体糖鎖中の deFuc%は，浸透圧を能動的に変化させることで変動可能であることを複




いる Fed-batch 培養法で deFuc%を堅牢に制御できることを本研究で示した．	 
なお，本研究の成果を基に，浸透圧による糖鎖制御法として特許を出願した
（ WO/2006/109781 ）．	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活性（ ADCC ）が高いことから， YB2/0 細胞の製造への応用検討は有益である．しかし，
YB2/0 細胞に関する培養工学的な検討は 1990 年初めにいくつかの報告がみられるにとど
まっていた．	 




















生理学的な情報も提供すると考えている．糖鎖，特にフコースは 1996 年の FUT8の単離か
ら， 2003 年に抗体の ADCC 活性との強い関与が報告されて以降，医療的な有用性の解明が
急速に進んでいる(Ishida	 et	 al.,	 2010)．フコースが無いことが有用なタンパクばかり
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